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Regulation of histone H4 
acetylation in the CNS  
and defensive behavior 
command neurons  
of the mollusk Helix  
mediated by serotonin  
and neuropeptide FMRFamide
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Epigenetic mechanisms are commonly known to 
underlie memory formation. Presently, scientists’ 
attention is focused on changes in the levels of 
histone modifications (mainly acetylation and 
methylation) in the chromatin of CNS cells tested 
in various experimental models. Owing to their 
relatively simple CNSs, mollusks are among the 
most popular models. Our experiments were con- 
ducted with the mollusk Helix lucorum because its 
CNS had been investigated in detail and most of 
its neurons had been proven to participate in the 
formation of different behavior patterns, including 
the prolonged response to various stimuli. This 
work concerns the influence of various effectors 
(serotonin and FMRFamide, associated with CNS 
activator and inhibitory pathways, respectively) on 
the acetylation of H4 histone in the subesopha-
geal ganglion complex and in defensive behavior 
command neurons of the right and left parietal 
ganglia (RPa3/2 and LPa3/2) in the snail. Western 
blot analysis showed that FMRFamide inhibited 
histone H4 acetylation induced by serotonin in 
the subesophageal complex of CNS ganglia. How-
ever, serotonin and FMRFamide cooperatively 
enhanced the induction of histone H4 acetylation 
in RPa3/2 defensive behavior command neurons. 
No changes were found in the counterpart LPa3/2. 
It is a new piece of evidence for functional asym-
metry in Helix. The inhibitory pathways mediated 
by FMRFamide not only inhibit the activatory in-
tracellular processes in the entire CNS but can also 
enhance them, as in RPa3/2 defensive behavior 
command neurons. 
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Вовлеченность эпигенетических механизмов в формирование долго-
временной памяти не вызывает сомнений. В настоящее время среди 
этих механизмов наиболее активно исследуются изменения уровня 
различных гистоновых модификаций (в первую очередь, ацетилиро-
вания и метилирования) в составе хроматина клеток центральной 
нервной системы (ЦНС) на различных экспериментальных моделях. 
Одна из наиболее удобных моделей – моллюски, их ЦНС относительно 
просто устроена и для ряда видов достаточно хорошо охарактеризо-
вана. В работе в качестве объекта исследования использована ЦНС 
виноградной улитки (Helix lucorum), для которой ранее была выявлена 
группа нейронов, участвующих в формировании различных типов 
поведения, включая сохраняющийся во времени ответ на различные 
стимулы. Целью работы было изучение влияния известных эффекто-
ров: серотонина и FMRFамида, связанных в ЦНС с активаторными и 
тормозными путями соответственно, на ацетилирование гистона Н4 
в подглоточном комплексе ганглиев, а также в командных нейронах 
оборонительного поведения правого (ППа3/2) и левого (ЛПа3/2) 
париетальных ганглиев улитки. Исследование проводилось методом 
Вестерн-блот гибридизации. Полученные результаты указывают на 
сильную зависимость эффектов изучаемых нейромедиаторов от 
структур ЦНС, которые подвергались воздействию этих веществ. Так, 
оказалось, что в подглоточном комплексе ганглиев под действием се-
ротонина происходило усиление суммарного ацетилирования гисто-
на Н4, а FMRFамид подавлял его эффект. В противоположность этому, 
в командных нейронах правого париетального ганглия серотонин 
и FMRFамид усиливали действие друг друга, что приводило к суще-
ственному повышению уровня ацетилирования гистона Н4. Однако 
в симметричных нейронах левого париетального ганглия никаких 
изменений в уровне ацетилирования под действием обоих веществ 
не наблюдалось, что служит новым свидетельством наличия функ-
цио нальной асимметрии у Helix. Результаты исследования позволяют 
сделать заключение о двоякой роли тормозных путей, опосредуемых 
FMRFамидом, в зависимости от контекста нейрональных комплексов, 
они могут как подавлять действие активаторных путей, что было за-
фиксировано нами в подглоточном комплексе ганглиев улитки, так и 
выступать в роли их синергистов, как в командных нейронах оборо-
нительного поведения правого париетального ганглия. 
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Изучение механизмов формирования долговременной 
памяти (ДП) – одна из актуальнейших задач совре-
менной нейробиологии. В последние годы наиболее 

активно развивающимся направлением исследований в 
этой области стало изучение изменений в эпигенетическом 
ландшафте хроматина в различных клетках и структурах 
центральной нервной системы (ЦНС). При этом особое  
внимание уделяется посттрансляционным модификаци-
ям гистонов, регулирующим активность промоторных и 
энхансерных районов генов и обеспечивающим долго-
срочные изменения в уровне их экспрессии (Zovkic et al., 
2013; Kim, Kaang, 2017). Ацетилирование и метилирова-
ние гистонов относятся к числу наиболее «популярных 
модификаций». Это связано как со значительным вкладом 
этих модификаций в определение уровня генной экспрес-
сии, так и с существованием терапевтических способов 
корректировки статуса ацетилирования и метилирования 
гистонов, потенциально способных восстанавливать мен-
тальные характеристики при ряде патологий (Abel, Zukin, 
2008; Gräff, Tsai, 2013). Тем не менее следует отметить, что 
и механизмы регуляции процессов ацетилирования и ме-
тилирования гистонов, и способы воздействия на эффек-
тивность этих процессов изучены далеко недостаточно. 

Моллюски – широко используемая экспериментальная 
модель в исследованиях молекулярных механизмов ДП 
(Balaban, 2002; Гринкевич, 2012; Kandel, 2012), в пер вую 
очередь, в связи с относительной простотой организа ции 
их ЦНС и наличием чрезвычайно удобных для исследо-
вания гигантских нейронов, позволяющих вести работу 
с отдельными нервными клетками. Именно на моллюске 
(Aplysia) впервые была показана ключевая роль ацети-
лирования гистонов в формировании ДП (Guan et al., 
2002), что в дальнейшем было подтверждено и на моделях 
позвоночных животных (Levenson, Sweatt, 2006). Ранее 
нами была проведена серия исследований роли ацети-
лирования гистона Н3 в процессе обучения на модели 
условного оборонительного рефлекса пищевой аверзии у 
моллюска Helix. Результаты этих исследований не только 
выявили повышение уровня ацетилирования гистона Н3 
в результате обучения, но и показали, что этот процесс 
запускается серотонином при участии киназного пути 
MAPK/ERK (Grinkevich et al., 2008; Danilova et al., 2010; 
Kharchenko et al., 2010; Danilova, Grinkevich, 2012; Грин-
кевич, Воробьева, 2014). 

Однако хорошо известно, что наряду с активаторными 
процессами для формирования ДП необходимы также про-
цессы торможения, осуществление которых у моллюсков 
связано с нейропептидом FMRFамидом (Phe-Met-Arg-Phe-
NH2) (Guan et al., 2002). В недавнем исследовании влияния 
серотонина и FMRFамида на содержание активаторной 
(Н3К4mе3) и ингибиторной (Н3К9mе2) модификаций 
гистона Н3 в ЦНС Helix (Гринкевич, Воробьева, 2016) мы 
попытались подойти поближе к выяснению механизма 
этого явления и обнаружили противоположные эффекты 
указанных соединений. 

Задачей настоящей работы было изучение влияния этих 
эффекторов на ацетилирование гистона Н4 в подглоточ-
ном комплексе ганглиев, а также командных нейронах 
оборонительного поведения правого (ППа3/2) и левого 
(ЛПа3/2) париетальных ганглиев улитки. 

Материалы и методы
Эксперименты проводили на взрослых виноградных 
улитках Helix lucorum. Выделение ЦНС, обработку серо-
тонином и/или FMRF-амидом, выделение подглоточных 
комплексов ганглиев и отдельных командных нейронов 
осуществляли, как описано (Danilova et al., 2010; Гринке-
вич, Воробьева, 2016). Для каждого независимого экспе-
римента нейроны из трех животных объединяли (отдельно 
из левых и правых париетальных ганглиев) и получали 
клеточные экстракты, согласно (Monsey et al., 2011). В ка-  
честве контроля ис пользовали ЦНС или командные ней-
роны из ЦНС, которую инкубировали в физиологическом 
растворе без добавления изучаемых препаратов. Разделе-
ние белков электрофорезом, Вестерн-блот анализ и обра-
ботку результатов также выполняли согласно описанным  
методам и протоколам (Гринкевич, Воробьева, 2016).

Результаты
Изучение влияния серотонина и FMRFамида на ацетили-
рование гистона Н4 проводили в подглоточном комплексе 
ганглиев (ЦНС), а также в изолированных командных 
нейронах оборонительного поведения ЛПа3/2 и ППа3/2, 
расположенных в левых и правых париетальных ганглиях 
ЦНС Helix (рис. 1). 

Основная функция подглоточного комплекса ганглиев 
заключается в формировании оборонительного поведе-
ния. Ключевую роль в этом процессе играют командные 
нейроны оборонительного поведения ЛПа3/2 и ППа3/2, 
размер которых составляет около 200 мкм. 

Для анализа влияния серотонина и нейропептида 
FMRFамида на уровень тотального ацетилирования ги-
стона Н4 ЦНС улиток инкубировали 1.5 часа в физиоло-
гическом растворе для беспозвоночных, содержащем или 
серотонин (0.2 мМ), или FMRF-амид (10 мкM), или оба 
вещества. Это время инкубации с серотонином приводит 
к долговременной сенситизации нейронов, вовлеченных 
в формирование оборонительных рефлексов улитки, а с 
FMRFамидом – вызывает развитие привыкания (Balaban, 
2002; Guan et al., 2002). Оба эти процесса относятся к 
неассоциативным формам долговременной памяти. В ка-
честве контроля использовали экстракты, полученные из 
ЦНС, инкубируемой в физиологическом растворе без до-
бавления серотонина или FMRFамида.

Анализ влияния серотонина и нейропептида FMRF-
амида на ацетилирование гистона Н4 в подглоточном 
комплексе ганглиев Helix. Результаты проведенных ме-
тодом Вестерн-блот гибридизации экспериментов показы-
вают, что инкубация ЦНС с серотонином приводит к досто-
верному увеличению уровня ацетилирования гис тона Н4 
(р < 0.001) в суммарных гомогенатах подглоточного ком-
плекса ганглиев спустя один час после обучения, а добав-
ление в инкубационную среду нейропеп тида FMRFамида 
эффект серотонина пол ностью нивелирует (рис. 2). 

Отличие уровня ацетилирования гистона Н4 при инкуба-
ции ЦНС с серотонином и смесью серотонин + FMRFамид 
достоверно при р < 0.001. Нейропептид FMRFамид, при-
мененный независимо, достоверного вли яния на уровень 
ацетилирования не оказывает. Отличие ацетилирования 
гистона Н4 при инкубации ЦНС с серотонином от конт-
роля, серотонина с добавлением FMRFамида и просто 
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FMRFамида подтверждается post-hoc 
LSD, Scheffe, Tukey HSD (ANOVA). 
Полученные результаты позволяют 
прийти к заключению о диаметрально 
противоположном действии серото-

нина и FMRFамида на интегральный уро вень ацетилирования Н4 в суммарной 
ЦНС виноградной улитки. 

Анализ влияния серотонина и нейропептида FMRFамида на ацетили-
рование гистона Н4 в командных нейронах оборонительного поведения 
ЦНС Helix. Для более детального изучения влияния серотонина и FMRFами-
да на ацетилирование гистона Н4 в ЦНС улитки на следующем этапе рабо ты 
нами были исследованы изолированные командные нейроны ЛПа3/2 и ППа3/2, 
симметрично расположенные в левых и правых париетальных ганглиях 
(см. рис. 1).

Показано, что под действием серотонина возрастает уровень ацетилирова-
ния гистона Н4 в командных нейронах ППа3/2 (достоверно при р < 0.03), а в 
ЛПа3/2 он не меняется (рис. 3). Добавление только FMRFамида в культураль-
ную среду достоверного изменения ацетилирования не вызывает (см. рис. 3). 
Однако обнаружена аддитивность в действии серотонина и FMRFамида в 
командных нейронах ППа3/2, в случае если оба вещества присутствовали в 
культуральной среде. Показано, что совместное внесение в среду серотонина 
и FRMFамида вызывает значительное увеличение ацетилирования гистона Н4 
относительно контроля (1.78 ± 0.27 р < 0.01, ANOVA). При этом на уро вень аце-
тилирования гистона Н4 в нейронах ЛПа3/2 смесь серотонина и FRMFамида 
влияния не оказывает (0.92 ± 0.03).

Cледовательно, серотонин и FMRFамид оказывают аддитивный положи-
тельный эффект на тотальный уровень ацетилирования гистона Н4 в команд-
ных нейронах оборонительного поведения правых париетальных ганглиев, 
не влияя при этом на уровень ацетилирования гистона Н4 в симметрично 
расположенных командных нейронах левых париетальных ганглиев.

Обсуждение
Полученные нами результаты четко показывают влияние сочетания серотонина 
и FMRFамида на ацетилирование гистона Н4 как в суммарной ЦНС, так и в 
командных нейронах оборонительного поведения ППа3/2 виноградной улит-
ки. Однако эффекты взаимодействия этих веществ кардинально различны. 
В суммарной ЦНС (подглоточный комплекс ганглиев) индуцированное серо-
тонином возрастание уровня ацетилирования Н4 снимается нейропептидом 
FMRFамидом, а в командных нейронах оборонительного поведения правых 
париетальных ганглиев наблюдается синергизм в действии этих медиаторов 
на ацетилирование гистона Н4. 

Таким образом, оказывается, что FMRFамид способен не только тормо-
зить действие серотонина на ацетилирование гистона Н4 (сходный результат 
был получен и в суммарных экстрактах ЦНС моллюска Aplysia) (Guan et al., 
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Fig. 1. Schematic location of identified neurons 
in the subesophageal ganglion complex (dorsal 
surface) of the Helix lucorum CNS.
Left and right cerebral ganglia with the LPa(2/3) 
and RPa(2/3) giant defensive behavior command 
neurons, symmetrically located in the left (LPaG) 
and right (RPaG) parietal ganglia, respectively, 
are shown, after (Kharchenko et al., 2010) with 
modifications.
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(5HT + F) * p < 0.003; 5HT/F ** p < 0.001; F  (3.24) =  
= 13.803, p = 0.0002. (ANOVA). Numbers of in-
dependent experiments: C (n = 8); 5HT (n = 9); 
F (n = 5); 5HT + F (n = 6). 
The data are shown as mean ± SEM normalized ra-
tios. Upper panel: an exemplary Western blot with 
antibodies against the acetylated form of histone 
H4 and against the total histone H4.
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Регуляция ацетилирования гистона Н4 в ЦНС 
моллюска Helix cеротонином и FMRFамидом

2002), но и в отдельных функционально важных нейронах 
оборонительной сети усиливать его. С одной стороны, 
подавление FMRFамидом ацетилирования, индуцируе-
мого серотонином в ЦНС моллюсков, свидетельствует о 
возможности тормозного влияния FMRFамида на нервные 
сети, в даль нейшем не вовлекаемые в пластические пере-
стройки, что в конечном итоге тормозит поведенческие 
реакции на стимулы, не значимые для изучаемого типа 
памяти. С этим положением хорошо согласуются данные 
о том, что FMRFамид представляет собой тормозной ме-
диатор, игра ющий существенную роль в формировании 
депрессии или привыкания (Guan et al., 2002). С другой 
стороны, как показано нами, в отдельных идентифициро-
ванных нейронах FMRFамид способен выступать в каче-
стве синергиста серотонина и оказывать активирующее 
влияние на так называемые зоны пластичности. Наши 
результаты согласуются с работой (Дьяконова, Ш.-Рожа, 
1986), в которой показано, что серотонин и FMRFамид 
могут оказывать однонаправленное действие на пласти-
ческие характеристики изучаемых командных нейронов. 

На существование зависящих как от структуры голов-
ного мозга, так и от формы обучения различий в уровне 
ацетилирования гистонов Н3 и Н4 при формировании 
долговременной памяти указывают также результаты ис-
следований этих процессов, проведенных на позвоночных 
животных (Le venson et al., 2004; Bredy et al., 2007; Takase et 
al., 2013). Такая специфика, вероятнее всего, обусловлена 
клеточной индивидуальностью экспрессии различных 
гистон-ацетилаз, а также особенностями регуляторных пу-
тей, связанных с модуляцией активности этих ферментов 
и их привлечением к определенным участкам хроматина. 

Кроме того, в настоящей работе мы обнаружили, что 
cеротонин и FMRFамид изменяют уровнь ацетилирования 
гистона Н4 в командных нейронах оборонительного по-
ведения правых ганглиев ППа3, но не оказывают никого 
действия на аналогичные нейроны в левых (ЛПа3). Ранее 
такая асимметрия была зафиксирована и при изучении 
влияния FMRFамида на пластические процессы в ко-
мандных нейронах (Дьяконова, Ш.-Рожа, 1986). Показано, 
что FMRFамид вызывает блокирование привыкания к 
ритмической внутриклеточной стимуляции импульсами 
тока в нейроне ЛПа3 и не вызывает блокирования в клетке 
ППа3. На наличие функциональной асимметрии в этих 
нейронах свидетельствует и работа В.А. Дятлова (1988), 
в которой выявлено усиление ацетилхолинового ответа в 
ППа3 под действием серотонина и ослабление его в ЛПа3. 
Можно предполагать, что различия связаны с тем, что ис-
следуемые нейроны содержат индивидуальные подтипы 
серотониновых и/или FMRFамидных рецепторов, однако 
этот вопрос требует специального изучения. 

В наших предыдущих работах было установлено нали-
чие асимметрии в командных нейронах ППа3/2 и ЛПа3/2 
также на уровне активации серотонин-индуцируемого 
каскада МАРК/ERK и ацетилирования гистона Н3 при 
формировании у Helix условного оборонительного реф-
лекса пищевой аверзии (Danilova et al., 2010; Kharchenko 
et al., 2010) и выдвинуто предположение о том, что, воз-
можно, такая асимметрия способна отражать латеризацию 
памяти у беспозвоночных. В последние годы показано, 
что асимметрия играет важную роль не только у чело-

века и позвоночных, но и у беспозвоночных животных. 
Восстановление симметрии приводит к значительным 
функциональным нарушениям (Hobert et al., 2002; Ro-
gers, Vallortigara, 2008). Однако как генетические, так и 
эволюционные механизмы такой организации все еще 
остаются мало исследованнными. 

На феноменологическом уровне роль FMRFамида в 
функционировании ЦНС ряда других беспозвоночных и 
позвоночных животных уже довольно хорошо изучена. 
Эта роль многогранна и включает участие в процессах 
развития и апоптоза, формирования памяти и снижения 
болевой чувствительности, а также стимуляции сна (Te-
legdy, Bollók, 1987; Raffa, 1988; Rőszer, Bánfalvi, 2012; 
Zatylny-Gaudin, Favrel, 2014; Lenz et al., 2015). В то же 
вре мя молекулярные механизмы действия этого нейро-
пептида пока изучены недостаточно. 

В ганглиях виноградной улитки содержится около 1100 
FMRFамид-содержащих нейронов. К ним относятся и 
исследуемые нами командные нейроны (Elekes, Ude, 
1993; Balaban, 2002). Регуляторное действие серотонина и 
FMRFамида на геном может опосредоваться через внутри-
клеточные сигнальные каскады MAPK/ERK (Гринкевич, 
2012; Гринкевич, Воробьева, 2016) и р38 МАРК (Guan et 
al., 2003; Гринкевич, 2017). При этом известно, что р38 
МАРК участвует в механизмах синаптической депрессии 
у позвоночных животных (Zhen et al., 2001), что делает 
возможным проводить параллели с нашей эксперимен-
тальной моделью. 

В целом полученные в настоящей и предыдущей (Грин-
кевич, Воробьева, 2016) работах данные позволяют за-
ключить, что запускаемые нейромедиатором серотонином 
и нейропептидом FMRFамидом сигнальные пути имеют 
точки пересечения на уровне эпигенетических модифи-
каций гистонов H3 и H4 (с последующими изменениями 
транскриптомов) и что синергизм или антогонизм дей-
ствия изученных эффекторов на этом уровне зависит от 
контекста нейрональных структур. Дальнейшее развитие 
таких исследований в отдельных идентифицированных 
нейронах c известной функцией может пролить свет на 
сложнейшие взаимодействия регуляторных систем, за-
действованных в формировании долговременной памяти. 
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